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Bescheinigung 




Die Henkel Kommanditgesellschaf t auf Aktien in Diisseldorf/ 
Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Verwendung von Wirkstof fmischungen zur Herstel- 
lung von hypochol ester inamischen Mitteln" 

am 14. November 1997 beim Deutschen Patentamt eingereicht 

• • • • 

Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue Wieder- : IT 
gabe der ursprunglichen Unter lage dieser Patentanmeldung. : 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Sym-I...:. 
bole A 61 K und A 23 L der International Patentklassif ika-] 
tion erhalten. ••••5« 

• • • 

• • • 

• • • • 

• • • 

Munchen, den 7. Juli 1998 
Der President des Deutschen Patentamts 
Im Auf t rag 
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Patentanmeldung 
H3185 



Verwendung von Wirkstoffmischungen zur Herstellung von 
hypocholesterinamischen Mitteln 

11. November 1997 



Gebiet der Erfinduna 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von synergistischen Mischungen aus Phytostenolen bzw Phyto- 
stenolestern und konjugierten Fettsauren zur Herstellung von Mitteln zur Verminderung des Choleste- 
ringehaltes im Serum von Warmblutern. 



Stand der Technik 




Unter hypochloesterinamischen Wirkstoffen werden Mittel verstanden, die zu einer Verminderung des 
Cholestenngehaltes im Serum von Warmblutern ftihren, ohne dalJ dadurch eine Hemmung Oder 
Verrmgerung der Bildung von Cholesterin im Blut eintritt. Fur diesen Zweck wurden bereits von 
Peterson et al. in J.Nutrit. 50, 191 (1953) Phytostenole, also pflanzliche Stenole, und deren Ester mit 
Fettsauren vorgeschlagen. In die gleiche Richtung weisen auch die Patentschriften US 3,089 939 US 
3,203,862 sowie die deutsche Offenlegungsschrift DE-OS 2035069 (Procter & Gamble). Die Wirkstoffe 
werden ublicherweise Brat- Oder Speiseolen zugesetzt und dann iiber die Nahrung aufgenommen 
wobei die Einsatzmengen jedoch in der Regel gering sind und ublicherweise unter 0,5 Gew-% liegen 
urn zu verhindern, dafi die Speisedle eintruben oder die Stenole bei Zusatz von Wasser ausgefallt 
werden. Fur den Einsatz im Nahrungsmittelbereich, in Kosmetika, pharmazeutischen Zubereitungen 
und im Agrarsektor werden in der europaischen Patentanmeldung EP-A1 0289636 (Ashai) lagerstabile 
Emulstonen der Stenolester in Zucker- oder Polyglycerinestem vorgeschlagen. Die Einarbeitung von 
Sitostanolestern zur Verminderung des Blutcholesteringehaltes in Margarine, Butter, Mayonnaise 
Salatsaucen und dergleichen wird in der Europaischen Patentschrift EP-B1 0594612 (Raision) vorae 
schlagen. ' a 

Von Nachteil ist jedoch, daft die Phytostenolester den Nahrungsmitteln ublicherweise nur in geringen 
Mengen zugesetzt werden konnen, da ansonsten die Gefahr besteht, daB sie den Geschmack 
und/oder die Konsistenz der Mittel beeintrachtigen. Zur nachhaltigen Beeinflussung des Cholesteringe- 
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Beschreibu nq der Erfinriimg 

(a) Phytostenole und/oder Phytostenolester und 
Fettsauren mit 6 bis 
bzw. deren Glyceride 

einsetzt. 

Phytosten ole und Phy tngtonni^p,- 
R 1 CO-OH 

(I) 
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in der RiCO fur einen aliphatischen, linearen oder verzweigten Acylrest mit 2 bis 22 Kohlenstoffatomen 
und 0 und/oder 1, 2 oder 3 Doppelbindungen steht. Typische Beispiele sind Essigsaure, Propionsaure, 
Buttersaure, Valeriansaure, Capronsaure, Caprylsaure, 2-Ethylhexansaure, Caprinsaure, Laurinsaure, 
Isotridecansaure, Myristinsaure, Palmitinsaure, Palmoleinsaure, Stearinsaure, Isostearinsaure, 6l- 
saure, Elaidinsaure, Petroselinsaure, Linolsaure, Linolensaure, Elaeostearinsaure, Arachinsaure, Ga- 
doleinsaure, Behensaure und Erucasaure sowie deren technische Mischungen, die z.B. bei der 
Druckspaltung von naturlichen Fetten und Olen, bei der Reduktion von Aldehyden aus der Roe- 
len'schen Oxosynthese oder der Dimerisierung von ungesattigten Fettsauren anfallen. Bevorzugt sind 
technische Fettsauren mit 12 bis 18 Kohlenstoffatomen wie beispielsweise Kokos-, Palm-, Palmkern- 
oder Talgfettsaure. Besonders bevorzugt ist der Einsatz von Estem des p-Sitostenols bzw. p-Sito- 
- stanols mit Fettsauren mit 12 bis 18 Kohlenstoffatomen. Diese Ester konnen sowohl durch direkte Ver- 
esterung der Phytostenole mit den Fettsauren oder aber durch Umesterung mit Fettsaureniedrig- 
alkylestem oder Triglyceriden in Gegenwart geeigneter Katalysatoren, wie z.B. Natriumethylat oder 
speziell auch Enzymen hergestellt werden [vgl. EP-A2 0195311 (Yoshikawa)]. Die hypocho- 
lesterinamische Wirkung von Phytostenolen bzw. Phytostenolestern ist beispielsweise aus der Euro- 
paischen Patentschrift EP-B1 0594612 (Raision) sowie der dort zitierten Literatur bekannt. 



Koniuaierte Fettsauren 



Unter dem Begriff konjugierte Fettsauren versteht man aliphatische Carbonsauren mit 6 bis 24, 
vorzugsweise 16 bis 18 Kohlenstoffatomen und mindestens zwei Doppelbindungen, die sich zueinan- 
der in Konjugation befinden, d.h. durch genau eine Einfachbindung voneinander getrennt sind. Typi- 
sche Beispiele sind die konjugierte Linolsaure (CLA) oder konjugierte Fischfettsauren. Von konjugierter 
Linolsaure ist bekannt, dalJ sie eine geringe hypocholesterinamische Wirkung besitzt; ihre Verwendung 
in Lebensmitteln oder als Lebensmittelerganzungsstoff geht aber darauf zuruck, dali sie die Verbren- 
A^^nung von korpereigenen Fetten unterstutzt [vgl. EP-B1 0579901, WO 94/16690, WO 96/06605; 
(WARF)]. Anstelle der konjugierten Fettsauren konnen aus geschmacklichen Griinden und wegen der 
besseren Fettloslichkeit auch die entsprechenden Voll- oder Partialester mit Glycerin eingesetzt 
werden. 



Tocopherole 

Als weitere Bestandteile konnen die Wirkstoffgemische Potenzierungsmittel vom Typ der Tocopherole 
enthalten. Unter Tocopherolen werden in 2-Stellung mit 4,8,12-Trimethyltridecyl-Resten substituierte 
Chroman-6-ole (3,4-Dihydro-2-H-1benzopyran-6-ole) verstanden, die der Formel (II) folgen, 




in der R*. R* und R 4 unabhangig voneinander fur Wasserstoff Oder eine Methylgruppe stehen. Toco- 
pherole zahlen zu den Biochinonen, also polyprenylierten 1,4-Benzo- bzw. Naphthochinonen. deren 
Prenylketten mehr oder weniger stark gesattigt sind. Typische Beispiele fur Tocopherole, die im Sinne 
der Erfindung als Komponente (b) in Betracht kommen, sind Ubichinone, Bovichinone, K-Vitamine 
und/oder Menachinone (2-Methyl-1 ,4-Naphthochinone). Man unterscheidet bei den Tocopherolen wei- 
terhin a, p, y-, 8- und e-Tocopherole, wobei letztere noch iiber die ursprungliche ungesattigte Prenyl- 
seitenkette verfugen, sowie a-Tocopherolchinon und -hydrochinon, bei denen das Pyran-Ringsystem 
geoffnet ist. Vorzugsweise wird als Komponente (b) a-Tocopherol (Vitamin E) der Formel (II) 
eingesetzt, bei der R2 R3 und R< fur Methylgruppen stehen, oder Ester des a-Tocopherols mit Car- 
bonsauren mit 2 bis 22 Kohlenstoffatomen, wie beispielsweise cc-Tocopherolacetat oder ct-Toco- 
pherolpalmitat. 



Chitosane 

Als weitere Bestandteile konnen die Wirkstoffgemische Potenzierungsmittel vom Typ der Chitosane 
enthalten. Chitosane stellen Biopolymere dar und werden zur Gruppe der Hydrokolloide gezahlt. Che- 
misch betrachtet handelt es sich urn partiell deacetylierte Chitine unterschiedlichen Molekulargewichtes, 
die den folgenden - idealisierten - Monomerbaustein (III) enthalten: 




(III) 

Im Gegensatz zu den meisten Hydrokolloiden, die im Bereich biologischer pH-Werte negativ geladen 
sind, stellen Chitosane unter diesen Bedingungen kationische Biopolymere dar. Die positiv geladenen 
Chitosane konnen mit entgegengesetzt geladenen Oberflachen in Wechselwirkung treten und werden 
daher in kosmetischen Haar- und Korperpflegemitteln sowie pharmazeutischen Zubereitungen 
eingesetzt (vgl. Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 5th Ed., Vol. A6, Weinheim, 



^ .:. 

Verlag Chemie, 1986, S. 231-332). Ubersichten zu diesem Thema sind auch beispielsweise von •„ 
B.Gesslein et al. in HAPPI 27, 57 (1990), O.Skaugrud in Drug Cosm.lnd. 148, 24 (1991) und 
E.Onsoyen et al. in Seifen-Ole-Fette-Wachse 117, 633 (1991) erschienen. Zur Herstellung der 
Chitosane geht man von Chitin, vorzugsweise den Schalenresten von Krustentieren aus, die als billige 
Rohstoffe in groBen Mengen zur Verfiigung stehen. Das Chitin wird dabei in einem Verfahren das 
erstmals von Hackmann et al. beschrieben worden ist, ublicherweise zunachst durch Zusatz von Basen 
deproteiniert, durch Zugabe von Mineralsauren demineralisiert und schlielilich durch Zugabe von 
starken Basen deacetyliert, wobei die Molekulargewichte uber ein breites Spektrum verteilt sein kon- 
nen. Entsprechende Verfahren sind beispielsweise aus Makromol.Chem. 177, 3589 (1976) oder der 
franzosischen Patentanmeldung FR-A 2701266 bekannt. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der 
Erfindung wird ein Chitinabbauprodukt, wie es in der Internationalen Patentanmeldung WO 96/16991 
(Henkel) beschrieben wird, oder dessen Abbauprodukt mit Wasserstoffperoxid eingesetzt. 



Phvtostenolsulfate 



Als weitere Bestandteile konnen die Wirkstoffgemische Potenzierungsmittel vom Typ der Phyto- 
stenolsulfate enthalten. Phvtostenolsulfate stellen bekannte Stoffe dar, die beispielsweise durch Sulfa- 
tierung von Phytostenolen mit einem Komplex aus Schwefeltrioxid und Pyridin in Benzol hergestellt *• • 
werden konnen [vgl. J.Am. Chem.Soc. 63, 1259 (1941)]. Typische Beispiele sind die Sulfate von Ergo- * I 
stenolen, Campestenolen, Stigmastenolen und Sitostenolen. Die Phvtostenolsulfate konnen als Alkali- . 
und/oder Erdalkalimetallsalze, als Ammonium-, Alkylammonium-, Alkanolammonium- und/oder Glucam- • 
moniumsalze vorliegen. In der Regel werden sie in Form ihrer Natriumsalze eingesetzt. 



(Desoxv)Ribonucleinsauren 

• • • 

• • • 

• • • 

Als weitere Bestandteile konnen die Wirkstoffgemische schlielilich Potenzierungsmittel vom Typ der *" 
(Desoxy)Ribonucleinsauren enthalten. Unter (Desoxy)Ribonucleinsauren (DNA bzw. RNA) werden 
hochmolekulare, fadenformige Polynucleotide verstanden, die sich von 2-Desoxy-B-D-ribonucleosiden 
bzw. D-Ribonucleosiden ableiten, die ihrerseits wieder von aquivalenten Mengen einer Nucleobase und 
der Pentose 2-Desoxy-D-ribo-furanose bzw. D-Ribofuranose aufgebaut werden. Als Nucleobasen 
konnen die DNA bzw. RNA die Purinderivate Adenin und Guanin sowie die Pyrimidine Cytosin und 
Thyrhin bzw. Uracil enthalten. In den Nucleinsauren sind die Nucleobasen N-glykosidisch mit 
Kohlenstoffatom 1 der Ribose, wodurch im Einzelfall Adenosine, Guanosine, Cytidine und Thimidine 
entstehen. In den Sauren verknupft eine Phosphatgruppe die 5'-Hydroxygruppe der Nucleoside mit der 
3'-OH-Gruppe der jeweils folgenden durch eine Phosphodiesterbriicke unter Ausbildung von Einzel- 
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strang-DNA bzw. -RNA. WegffTdes groften Verhaltnisses von Lange ZL^Turchmesser neigen DNA- 
bzw. RNA-Molekule schon bei mechanischer Beanspruchung, etwa bei der Extraktion, zu Strangbruch. 
Aus diesem Grunde kann das Molekulargewicht der Nucleinsauren 10 3 bis 10 9 Dalton reichen. Im Sinne 
der Erfindung werden konzentrierte DNA bzw. RNA-L6sungen eingesetzt, die sich durch ein fliissig- 
kristallines Verhalten auszeichnen. Vorzugsweise werden Desoxy- bzw. Ribonucleinsauren eingesetzt, 
die aus marinen Quellen beispielsweise durch Extraktion von Fischsperma erhalten werden und die ein 
Molekulargewicht im Bereich von 40.000 bis 1.000.000 Dalton aufweisen. 



Gewerbliche Anwendbarkeit 

Die Wirkstoffmischungen der Erfindung konnen die Phytostenole und/oder Phytostenolester und die 
konjugierten Fettsauren im Gewichtsverhaltnis 99 : 1 bis 1 : 99, vorzugsweise 90 : 10 bis 10 : 90, ins- 
^^^^ besondere 70 : 25 bis 25 : 75 und besonders bevorzugt 60 : 40 bis 40 : 60 enthalten. In einer 
^^^^besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung werden die Wirkstoffmischungen in an sich bekannter 
^^^Weise in Gelatine verkapselt, wobei man die Komponenten (a) und (b) jeweils in Mengen von 0,1 bis 
50, vorzugsweise 1 bis 30, insbesondere 5 bis 25 und besonders bevorzugt 10 bis 15 Gew.-% - 
bezogen auf das Gewicht der Gelatinekapseln - einsetzt. Daneben ist es moglich, die Mischungen in 
ublichen Nahrungsmitteln zu losen bzw. zu dispergieren, als da beispielsweise sind : Butter, Margarine, 
Diatnahrung, Fritierole, Speiseole, Mayonnaisen, Salatdressings, Kakaoprodukte, Wurst und derglei- 
chen. 
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Beispiele 1 bis 5. Veroleichsbeispiele V1 bis V5 




Es wurden Gelatinekapseln (Gewicht ca. 1,5 g) mit einem Gehalt von 5 bzw. 10 Gew.-% p-Sitostenol 
bzw. p-Sitostenolester und gegebenenfalls 5 bzw. 10 Gew.-% konjugierte Linolsaure (CLA) sowie 0,5 
Gew.-% radioaktiv markiertem Cholesterin hergestellt. Zur Untersuchung der hypocholesterinamischen 
Wirkung Nell man mannliche Ratten (Einzelgewicht ca. 200 g) uber Nacht fasten. Am folgenden Tag 
wurde den Versuchstieren jeweils eine zerkleinerte Gelatinekapsel mit etwas kochsalzhaltigem Wasser 
uber eine Magensonde eingefOhrt. Nach 3, 6, 12, 24 und 48 h wurde den Tieren Blut abgenommen und 
der Gehalt an radioaktivem Cholesterin bestimmt. Die Ergebnisse, die den Mittelwert der Messungen 
von 10 Versuchstieren darstellen, sind in Tabelle 1 zusammengefalJt. Die Angaben zur Abnahme der 
Radioaktivitat verstehen sich jeweils in Bezug auf eine Blindgruppe von Versuchstieren, denen lediglich 
Gelatinekapseln mit einem Gehalt von 20 Gew.-% Vitamin E und einer entsprechenden Menge 
radioaktiv markiertem Cholesterin verabreicht worden war. Die Mischungen 1 bis 5 sind erfindungs- 
gemalS, die Mischungen V1 bis V5 dienen dem Vergleich. 
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Tabelle 1 

Hypocholesterinamische Wirkung (Mengenangaben afs Gew.-% bezogen auf Gelatinekapsel) 



i • • • 
• ♦ * 




Die Beispiele zeigen die synergistische Abnahme des Cholesteringehaltes im Blut bei Einsatz von 
schungen der Stenole bzw. Stenolester mit CLA. 
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1. Verwendung von Wirkstoffmischungen zur Herstellung von hypocholesterinamischen Mitteln, da- 
durch gekennzeichnet, daft man 

(a) Phytostenole und/oder Phytostenolester und 

(b) Fettsauren mit 6 bis 24 Kohlenstoffatomen und mindestens zwei konjugierten Doppelbin- 
dungen bzw. deren Glyceride 

einsetzt. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft man als Komponente (a) p- 
Sitostenol, p-Sitostanol oder deren Ester einsetzt. 

3. Verwendung nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daft man als Komponente 
(a) Ester von p-Sitostenol bzw. p-Sitostanol mit Carbonsauren der Formel (I) einsetzt, 

R 1 CO-OH (I) 

in der R 1 CO fur einen aliphatischen, linearen oder verzweigten Acylrest mit 2 bis 22 Kohlenstoff- 
atomen und 0 und/oder 1, 2 oder 3 Doppelbindungen steht. 

4. Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft man als Komponente 

(a) Ester von p-Sitostenol bzw. p-Sitostanol mit Fettsauren mit 12 bis 18 Kohlenstoffatomen ein- 
setzt. 

5. Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daft man als Komponente 

(b) konjugierte Linolsaure (CLA) einsetzt. 

6. Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daft man die Komponen- 
ten (a) und (b) im Gewichtsverhaltnis 99 : 1 bis 1 : 99 einsetzt. 

7. Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daft man die Komponen- 
ten (a) und (b) in Gelatine verkapselt. ' 
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8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafX man die Komponenten (a) und (b) \ 
jeweils in Mengen von 0,1 bis 50 Gew.-% - bezogen auf das Gewicht der Gelatinekapseln - 
einsetzt. 



9. Verwendung nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daU man die Komponen- 
ten (a) und (b) Lebensmitteln zusetzt. 



10. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man die Komponenten (a) und (b) 
in Butter, Margarine, Diatnahrung, Fritierolen, Speiseolen, Mayonnaisen, Salatdressings, Kakao- 
produkten, Wurst und dergleichen dispergiert. 
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Verwendung von Wirkstoffmischungen zur Herstellung von 
hypocholesterinamischen Mitteln 



Zusammenfassung 



Zur Herstellung von hypocholesterinamischen Mitteln wird die Verwendung von Wirkstoffmischungen 
vorgeschlagen, enthaltend (a) Phytostenole und/oder Phytostenoiester und (b) konjugierten Fettsauren. 
Die Mischungen weisen einen synergistischen Effekt bei der Verminderung des Cholesteringehaltes im 
Serum auf. Durch Verkapselung in Gelatine lassen sich die Mittel problemlos auch oral in hoheren 
Dosen verabreichen. 
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